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1. 緒 言 
我々は酸素輸送ヘム蛋白質であるヘモグロビ
ン(Hb)の分子表面に血漿蛋白質であるヒト血清
アルブミン(HSA)を共有結合したコア-シェル型
の(ヘモグロビン-アルブミン)クラスター(Hb-
HSA3)を合成し、その構造と酸素結合能を明らか
にした 1)。多分子結合能を有する HSA 部位の内部
に機能性分子を担持させれば、Hb と HSA の機能
を連携的に発現することも可能であると考えら
れる。本研究は Hb-HSA3 の HSA 部位に金属
protoporphyrin IX(MPP、M=Mn(III), Zn(II))を結合
させた Hb-(HSA-MPP)3 を合成し、その構造と機
能を明らかにすることを目的とした。 
 Hb は自動酸化により酸素運搬能を失うが、そ
の要因の一つが過酸化水素(H2O2)である。生体内
の H2O2 はカタラーゼ(ヘム蛋白質)により効率よ
く不均化されている。そこで、Hb-HSA3の HSA 部
位に MnPP を結合させ、カタラーゼ活性を付与す
ることで、安定度の高い酸素錯体を調製する。ま
た、ZnPP は一重項酸素によりがん細胞を低侵襲
的に死滅させる光線力学療法 (Photodynamic 
Therapy: PDT)の光増感剤として注目されている。
そこで、Hb-HSA3 の HSA 部位に ZnPP を結合さ
せ、Hb の機能と連携した光増感剤を調製する。 
2. 結果及び考察 
2.1 MnPP を結合した Hb-rHSA3 の H2O2 存在下に
おける酸素錯体安定度評価 
既法 1)に従い、高純度 Hb 溶液に架橋剤
Succinimidyl-4-[N-maleimidemethyl]-cyclohexane-
1-carboxylate (SMCC)を反応させることにより、
Hb 表面にマレイミド基を構築した。その後、
Y161H 変異を導入した遺伝子組換え HSA (rHSA)
と反応させ、Hb-rHSA3を合成した。さらに、Hb-
rHSA3 に対して 3 倍モルの MnPP を添加し、Hb-
(rHSA-MnPP)3を調製した。 
Hb-(rHSA-MnPP)3(10 µM)の UV-vis.スペクト
ルから Hb-rHSA3(10 µM)の吸収を差し引いた差
スペクトルが、rHSA-MnPP(30 µM)のスペクトル
と一致したことから(Fig. 2)、rHSA 部位に 1 つず
つ計 3 分子の MnPP が His-161 の軸配位を介して
結合していることを明らかにした。 
rHSA-MnPP 部位の H2O2不均化能が Hb-(rHSA-
MnPP)3 の酸素錯体安定度に及ぼす効果を解明す
るため、酸素錯体水溶液(10 μM)に H2O2を加え、
metHb に基づく吸収(λmax: 630 nm)の経時変化か
ら酸素錯体の安定度を評価した(37°C)。2 時間後
における Hb-(rHSA-MnPP)3 の酸化率(15%)は、
Hb(35%)の半分以下、Hb-rHSA3(29%)の 2/3 以下
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Fig. 1 Structure of Hb-(HSA-MPP)3 (M=Mn, Zn) and 
functions of the metalloporphyrin moieties.  
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Fig. 2 UV-vis. absorption spectra of Hb-rHSA3, Hb-(rHSA-
MnPP)3 and rHSA-MnPP. 
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に抑制された(Fig. 3)。これは、クラスターの
rHSA-MnPP 部位により H2O2が分解され、酸化が
抑えられたためと考えられる。 
2.2 ZnPP を結合した Hb-HSA3 のがん細胞殺傷能
評価 
 2.1 と同様の手順で合成した Hb-HSA3 に対して
3 倍モルの ZnPP を添加し、Hb-(HSA-ZnPP)3を調
製した。また、Hb-(HSA-ZnPP)3の中心 Hb を酸化
させた metHb-(HSA-ZnPP)3も作成した。得られた
各試料の UV-vis.スペクトル測定、蛍光スペクトル
測定から、HSAに対する ZnPPの結合を確認した。 
レーザーフラッシュフォトリシス法で決定し
た metHb-(HSA-ZnPP)3 の励起三重項寿命(τT)は
7.0 ms であり、HSA-ZnPP のみの値(11 ms)に比べ
減少した。metHb-(HSA-ZnPP)3の蛍光スペクトル
強度も HSA-ZnPP より低いことから、HSA 部位に
結合した ZnPP から中心 Hb(Fe3+)に電子移動が起
こっていることがわかった。 
ヒト子宮頸がん由来の HeLa 細胞を 1.8×104 
cells/cm2 の細胞密度で培地上に播種し、1 晩培養
後、 HSA-ZnPP 、 oxyHb-(HSA-ZnPP)3 、 metHb-
(HSA-ZnPP)3を濃度が 0, 0.25, 0.5, 1.0, 2.0 µM と
なるように添加した。さらに 1 時間または 8 時間
培養後、光照射(33 J/cm2)を行い、24 時間後の細
胞生存率を算出することで、がん細胞殺傷能を評
価した。光非照射の場合、いずれの系においても
細胞生存率に差はなかった。一方、1 時間培養後
に光照射を行った場合、oxyHb-(HSA-ZnPP)3を添
加した系では濃度依存的に細胞生存率が減少し
(Fig. 4)、そのがん細胞殺傷能は HSA-ZnPP と同
等であった。これに対し、metHb-(HSA-ZnPP)3を
添加した系では細胞生存率に変化は見られなか
った。これは励起した ZnPP から中心 Hb(Fe3+)へ
の電子移動により、一重項酸素生成が阻害された
ためと考えられる。面白いことに oxyHb-(HSA-
ZnPP)3を添加し、8 時間培養後に光照射した場合
は、がん細胞殺傷能が観測されなかった。これは
中心 Hb(Fe2+)が徐々に自動酸化され metHb(Fe3+)
となったためと考えられる。 
一般に PDT の光増感剤は、治療後も体内に残
存し光活性を示すため、患者は 1~3 週間太陽光を
避けなければならないなどの制約を受ける。
oxyHb-(HSA-ZnPP)3は、治療時には高い光増感能
を示すが、8 時間後には活性を示さないという作
用時間を制御できる新しい PDT の光増感剤とい
える。 
 
3. 結 論 
 Hb-rHSA3 の rHSA 部位に MnPP を結合させた
Hb-(rHSA-MnPP)3は、10 µM H2O2水溶液中に
おいても安定な酸素錯体を形成できることが
わかった。 
 Hb-HSA3のHSA部位にZnPPを結合させたHb-
(HSA-ZnPP)3は、光照射によりがん細胞殺傷能
を示した。oxyHb 部位の自動酸化により metHb
になると、励起 ZnPP から電子移動が起こり、
活性が失われることから、作用時間を制御でき
る新しい PDT の光増感剤となりうることがわ
かった。 
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Fig. 3 MetHb formation of Hb, Hb-rHSA3, Hb+3rHSA-MnPP, 
Hb-(rHSA-MnPP)3 in PBS. The rate was obtained by following 
the increase in the absorbance at 630 nm. 
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Fig. 4 Cancer-killing ability of HSA-ZnPP and oxyHb-(HSA-
ZnPP)3 after light irradiation. Each value the mean±SD of three 
experiments. 
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